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<57) Abstract: The invention concerns an enzymatic process for detaching or facilitating removal of biofilm that has accumulated 
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rH ing preparation containing at least one enzyme pertaining to the carbohydrase and protease group. Sequential treatment of the biofilm 
O initially using a cleaning preparation essentially containing carbohydrase and then using a cleaning preparation essentially containing 
J£5 protease makes it possible to eliminate up to 85 % of accumulated biomass and up to 100 % of adhered cells. 

^ (57) Resumen: Se trata de un procedimiento enzimdtico para desprender y facilitar la eliminaci6n de biofilm acumulado en las in- 
terfases s61idoliquido-aire y s61ido-Kquido de sistemas acuosos. Esto se consigue mediante la exposici6n del biofilm a un preparado 
de limpieza que incluye al menos una enzuna perteneciente al grupo de las carbohidrasas y proteasas. El tratamiento secuencial del 
biofilm, primero con un preparado de limpieza que consiste esencialmente en carbohidrasas y despuds con una que incluye esencial- 

^ rnente proteasas, permite eUminar hasta el 85 % de la biomasa acumulada y hasta el 100 % de las celulas adheridas. 
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TITULO: Procedimiento enzimatico para fluidificar o desprender biofilms de 
distintas interfases 

OBJETO DE LA INVENCION: 

5 

La presente invencion se encuadra dentro del campo tecnico de limpieza y 
desinfeccion de superficies. De forma mas concreta, la invencion se refiere a un 
procedimiento para eliminar biofilms, tambien denominados biopeliculas, 
peliculas biologicas, biocapas o peliculas microbianas, formados por distintos 
10 microorganismos en las interfases solido-liquido-aire y solido-Hquido de sistemas 

acuosos (sistemas que contienen agua, sistemas fluidos); y a la utilization de al 
menos una enzima, perteneciente al grupo de las carbohidrasas o proteasas. en 
este procedimiento. 

15 ANTECEDENTES 

La adhesion de microorganismos a superficies es un hecho frecuente en los 
sistemas acuosos. El crecimiento de los microorganismos asociados a superficies 
u otras interfases conlleva la formacion de biofilms, esto es, un consorcio de 
20 celulas embebidas en una matriz exopolimerica. 

La presencia de biofilms en distintos procesos industriales se relaciona con 
problemas higienicos y tecnologicos. Dentro de los primeros, destaca su papel 
como reservorio de microorganismos patogenos y alterantes, contaminantes de 

25 instalaciones de la industria alimentaria y biotecnologica. Por otra parte, la 

formacion de biopeliculas se asocia con el deterioro de materiales. como la 
corrosion de sustratos metalicos y el recubrimiento de otros sustratos, provocando 
incrementos en el gasto energetico, como en los intercambiadores de calor y los 
sistemas de distribucion de fluidos, disminucion de la eficacia de los procesos, 

30 como en el tratamiento de aguas o ia fabricacion de papel, e incluso la 
inutilizacion de las conducciones. El desarrollo de biofilms puede tambien tener 
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lugar en superficies de interes clinico, como las lentes de contacto o los implantes, 
y constituyendo la base de la formation de placa dental. 

La poblacion microbiana presente en el biofilm depende de los 
microorganismos adheridos inicialmente, de su proliferation en el biofilm y de su 
desprendimiento y paso a la fase liquida. Entre los microorganismos encontrados 
en biofilms son particularmente frecuentes las bacterias Gram negativas, sobre 
todo, especies de los generos Pseudomonas, Acinetobacter, F/avobacterium, 
Desuffovibrio, Escherichia y Enterobacter, y en menor proportion bacterias Gram 
positivas, mohos, levaduras y algas. Gran parte de estos microorganismos son 
aerobios estrictos, por lo que su crecimiento en la iiiterfase solido-liquido-aire, 
suele ser mayor que en la solido-Hquido (zona sumergida), donde la 
disponibilidad de oxigeno es menor. 

La matriz exopolimerica o glicocalix, en la que las celulas adheridas se 
encuentran atrapadas, es la responsable de la estructura y organization del 
biofilm, y esta constituida principalmente por polisacaridos y proteinas. Su 
production y composition, ademas de relacionarse con el tipo de microorganismo 
y superficie (Ruiz y coL, 1999 en Biofilms: The Good, the Bad and the Ugly. 
Editado por J. Wimpenny, P. Gilbert, J. Walker, M. Brading y R. Bayston.. 
Bioline), dependen de las condiciones nutritivas y ambientales (Sutherland, 1997 
en Biofilms: Community Interactions and Control. Editado por J. Wimpenny, P. 
Handley, P. Gilbert, H. Lappin-Scott y M. Jones. Bioline). El oxigeno es uno de 
los factores limitantes del crecimiento de los principals microorganismos 
implicados en la formation de biofilms; la acumulacion de celulas y material 
exopolimerico puede llegar a ser mayor en la interfase solido-liquido-aire que en 
la solido-Hquido. 

La elimination de • biofilms industrials suele realizarse mediante 
30 procedimientos de limpieza mecanicos combinados con el uso de biocidas. Los 
microorganismos acumulados en el biofilm se caracterizan por presentar una 
elevada resistencia a los agentes de desinfeccion habitualmente empleados en los 
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procesos industriales. Parte de este efecto se atribuye al glicocalix, que constituye 
una ban-era a la penetration de los compuestos presentes en la fase Hquida. 
Aunque se elimine la mayor parte de las celulas viables del biofilm, el material 
exopolimerico residual puede sustentar el crecimiento de nuevos 
microorganismos. Por ello, una elimination eficaz de la matriz permitira el 
desprendimiento del biofilm limitando ademas los problemas asociados a la 
reco Ionization microbiana. La degradation enzimatica del glicocalix, tiene por 
otra parte la ventaja de ser un procedimiento de limpieza, respetuoso con el medio 
ambiente y con la integridad de las superficies. 



En la bibliografia cientifica se han descrito una amplia variedad de metodos 
para prevenir y eliminar biofilms formados en sistemas acuosos industrials, 
mediante la utilization de una o mas enzimas que degradan la matriz 
exopolimerica, solas o combinadas con otros compuestos como biocidas, agentes 

15 surfactantes o quelantes (WO 9617632, WO 9826807, EP 0590746, WO 9631610, 

WO 9213807, US 5071765, WO 9914312). Estos metodos han sido desarrollados 
fiindamentalmente para prevenir y eliminar biofilms sumergidos. Su eficacia 
puede ser significativamente menor cuando se aplican a biofilms formados en la 
interfase solido-liquido-aire que son bastante mas gruesos, particularmente en los 

20 cultivos en continuo prolongados y en los discontinuos, al final de la fase 
exponencial. 

EXPLICACION DE LA INVENCION 

25 En Kneas generales y para conseguir los objetivos preconizados, a la vez que 

eliminar los problemas citados en el apartado anterior, el objeto de esta invention 
es el desarrollo de un procedimiento respetuoso con el medio ambiente y las 
superficies de los sistemas acuosos, eficaz para desprender total o parcialmente 
biofilm acumulado tanto en la interfase solidd-liquido-aire como en la solido- 

30 Hquido. 
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Otro objeto de esta invencion es el desarrollo de un procedimiento capaz de 
modificar las propiedades reologicas de la matriz exopolimerica del biofilm 
acumulado tanto en la interfase solido-liquido-aire como en la solido-liquido de 
los sistemas acuosos, de forma que facilite la eliminacion posterior del biofilm 
5 mediante la aplicacion de otros procedimientos fisicos o quimicos de limpieza y 
desinfeccion. 

Esta invencion tiene tambien por objeto definir la composition de un 
producto de limpieza que consiste esencialmente en carbohidrasas y proteasas, 
10 para eliminar biofilm acumulado tanto en la interfase solido-liquido-aire, como en 
la solido-liquido de sistemas acuosos, compatible con la utilization independiente 
o combinada de otros agentes de limpieza como inhibidores de la corrosion, 
surfactantes, biocidas, entre otros. 

15 . Exactamente, el procedimiento enzimatico para fluidificar o desprender 

biofilms de distintas interfases, objeto de la invention, consiste en un sistema para 
prevenir, desprender y facilitar la eliminacion de biofilm acumulado tanto en la 
interfase solido-liquido-aire (en esta invencion denominado biofilm en interfase) 
como en la solido-liquido (en esta invencion denominado biofilm sumergido) de 

20 sistemas acuosos, mediante la exposition a un preparado de limpieza que incluye 

al menos un enzima del tipo de carbohidrasas o proteasas, en una cantidad 
suficiente para que la matriz exopolimerica se degrade y permita el 
desprendimiento total o parcial del biofilm y se modifiquen sus propiedades 
reologicas, facilitando la posterior eliminacidn del biofilm mediante otros 

25 procedimientos de limpieza y desinfeccion. 

Entre las carbohidrasas que resultan utiles para esta invencion, pero no 
constituyen un Hmite, se incluyen los siguientes productos de Novo Nordisk AS, 
Citrozym Low GA, Citrozym Cloudy L, Citrozym Cloudy 100L, Citrozym LS, 
30 * Citrozym Ultra L, Citrozym Ceo, Pectinex Ultra SP-L, Pectinex Smash, Bio-Cip 
Membrane, Cellubrix L, y los productos de Sigma Chemical Co: celulasa, alfa- 
amilasa, pectinasa, pectinesterasa, pectoliasa y dextranasa. 
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Proteasas utiles para esta invention, pero que no constituyen un limite. 
incluyen serin proteasas como tripsina y pepsina. ambas de Sigma Chemical Co. 

El preparado de limpieza de esta invention se anade a sistemas acuosos en la 
cantidad adecuada para desprender tanto el biofilm en interfase como el 
sumergido y para modificar las propiedades reologicas de ambos tipos de biofilm. 
La dosis de cada una de las enzimas no es critica para la invention y es ajustable a 
la naturaleza del sistema acuoso, tipo de microorganismo y condiciones 
ambientales. La concentration de carbohidrasa puede variar de 0.0001% a 10% y 
la de proteasa entre 0.001 y 100 U/mL. 



La exposition del biofilm en interfase y sumergido al preparado de limpieza 
se Ueva a cabo preferentemente en el rango de pH y temperaturas a los cuales las 
15 enzimas aplicadas son activas, generalmente pH entre 4 y 1 1, preferentemente 
entre 4,5 y 8 y temperatura en un intervalo de 10 a 60°C, preferentemente entre 25 
y 50°C. El tiempo de exposition no es critico para la invention, pudiendo variar 
desde 30 min a 24 h, preferentemente 1 h. 



Finalmente este procedimiento que permite prevenir, desprender y facilitar la 
elimination de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-liquido-aire como 
en la solido-liquido de sistemas acuosos, puede comprender la exposition del 
biofilm a carbohidrasas, o la exposition del biofilm a proteasas o la exposition del 
biofilm a carbohidrasas y proteasas. En este ultimo caso, la exposition de biofilm 
se realiza en dos etapas secuenciales 1) exposition del biofilm a una preparation 
de limpieza que consiste esencialmente en carbohidrasas, 2) exposition del 
biofilm a una preparation de limpieza que consiste esencialmente en proteasas. 

EXPLICACION DE LOS DIBUJOS 
30 Para facilitar la comprension de las caracteristicas de la invention y formando 

parte de esta memoria descriptiva, se adjuntan una serie de figuras que representan 
lo siguiente. 
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Figura 1: Representa imagenes digitales (2 aumentos) de biomasa de biofilm 
sobre vidrio (1.1) no expuesto a enzimas y (1.2) expuesto durante 60 min primero 
a Citrozym UltraL (1%) y luego a tripsina (10 4 U/L), de la interfase (A) solido- 
5 liquido-aire y (B) solido-liquido 

Figura 2: Muestra fotografias tomadas por microscopia electrbnica de barrido 
a 2000 aumentos de celulas de biofilm (2.1) no expuesto a enzimas y (2.2) 
expuesto durante 60 min primero a Citrozym UltraL (1%) y luego a tripsina 
(10 4 U/L) 

10 Figura 3: Muestra la viscosidad aparente. dependiente de la velocidad de 

deformation de biofilm no expuesto a enzimas (ja) y expuesto a CitrozymUltraL 
(1%) (X) y posteriormente a CitrozymUltraL (1%) mas tripsina (10 4 U/L)(a). En 
el eje de abscisas se representa el log de la viscosidad aparente en Pascales x 
segundo (Pa s) y en el eje de ordenadas el log de la velocidad de deformacion en 

15 s- 1 . 

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION 

La presente invention se ilustra mediante los ejemplos que siguen, empleando 
20 como bianco biofilm estandarizado de Pseudomonas, por ser este uno de los 
generos cuya adhesion se ha estudiado con mas frecuencia y que se encuentra mas 
habitualmente en biofilms naturales formados en muy diversos habitats. 

Estos ejemplos son solo ilustrativos y no establecen los limites en cuanto a 
25 condiciones, eficacia o aplicaciones de la invention, que se defmen en las 
correspondientes reivindicaciones. 

Ejemplo 1: Obtencion y cuantificacion de biofilm en interfase y sumergido 

30 Los biofilms se forman sobre superficies (cupones de 22 x 22 mm) de vidrio 

y acero inoxidable, dispuestas en position vertical, parcialmente cubiertas con el 
medio de cultivo, de modo que parte del biofilm se formo en la interfase solido- 
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Hquido-aire y parte en la interfase solido-liquido (zona sumergida), segiin se 
describe a continuacion. 

Antes de su uso, Ios cupones de vidrio se sumergieron en acido nitrico (2 h) y 
se aclararon posteriormente con abundante agua bidestilada. Los cupones de acero 
inoxidable tipo 316, se dejaron sumergidos durante una noche en deteraente 
neutro; a continuacion se aclararon con agua destilada y se mantuvieron en etanol 
absoluto (2 h), siendo finalmente aclarados con agua bidestilada. Se empleo un 
soporte horizontal con 16 hendiduras radiates para el asentamiento de losxupones, 
quedando estos perfectamente sujetos. Los soportes, cargados con los cupones, se 
introdujeron en vasos de precipitados y el conjunto se esterilizo por calor seco, 
adicionandose posteriormente el cultivo bacteriano, de modo que cubriese tan solo 
la mitad inferior de los cupones. 



10 



15 



Como microorganismo formador de biofilms se empleo Pseudomonas 
fluoresce™ cepa B52, cultivado en un medio mineral liquido, de pH 7, compuesto 
por: 10,70 g/L de acido N,N-bis-(2-hidroxietil)-2-aminoetano sulfonico (BES); 
1 1,00 g/L de piruvato sodico; 0,86 g/L de KH 2 P0 4 ; 0,65 g/L de NH4CI; 0,20 g/L 
de MgS0 4 y 0,11 g/L de CaCl 2 . Se requirieron tan solo 20 h de cultivo para la 
20 formation de un biofilm visible. 



Para cuantificar la biomasa adherida a los cupones de vidrio y acero 
inoxidable, se realizo un analisis de imagenes por densitometria. Tras la 
incubation se retiraron los cupones, y las celulas debilmente adheridas fueron 
eliminadas sumergiendo verticalmente los cupones en solution salina. 
Manteniendo los cupones en position vertical, los biofilms se secaron a 
temperature ambiente, y a continuacion se fijaron por inmersion en una solution 
de cloruro de cetilpiridinio 10 mM, 2 min y posterior secado a temperatura 
ambiente. La tincion del biofilm se realizo durante 1,5 min, con una solution 1 
g/L de azul de Coomassie, 250 mL/L de metanol y 100 mL/L de acido acetico. 
Para eliminar el exceso de tinte, los cupones se lavaron con abundante agua 
destilada, dejandolos secar finalmente a temperatura ambiente. Los biofilms 
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tenidos se analizaron en un densitometro (BioRad GS-690) con detector de 
radiation visible, acoplado a un ordenador con un programa de analisis de 
imagenes (Molecular Analyst, BioRad). La cuantificacion se baso en las medidas 
de densidad optica (DO.) de miles de puntos de cada imagen. calculandose a 
5 continuation, la D O. media. La calibration de la cantidad de biomasa por medida 
de la densidad optica se llevo a cabo con mucina porcina (Sigma Chemical Co), 
con cuyas soluciones se realizaron frotis sobre los cupones, que se fijaron y 
tineron siguiendo el procedimiento anterior. 

10 El biofilm obtenido segiin se ha descrito, presenta mayor cantidad de biomasa 

-acumulada en la interfase solido-liquido-aire que en la interfase solido-liquido. 
Concretamente, la biomasa del biofilm en interfase es 30% y 50% mas abundante 
por cm 2 que la del sumergido, en cupones de acero inoxidable y cupones de 
vidrio, respectivamente. 



15 



Ejemplo 2: Desprendimiento de biomasa de biofilm por exposition a 
carbohidrasas o proteasas 

Los cupones de vidrio y acero en los que se habia desarrollado biofilm, tal 
20 como se describe en el Ejemplo 1, se sumergieron en tampon fosfato 
(NaH 2 P04/NaOH) 0,067M de pH 7, durante 1 min en condiciones estaticas, para 
eliminar las celulas debilmente adheridas. A continuation cada cupon se sumergio 
durante 60 min, sin agitation, en el tampon (controles) o en la solution enzimatica 
correspondiente, de modo que los cupones quedaban en position vertical y 
25 totalmente cubiertos por la preparation. Tras la incubation, cada cupon se sometio 
a un lavado con el mismo tampon, para eliminar los restos de biofilm desprendido 
y de enzimas. La cantidad de biomasa desprendida se estimo por diferencia, 
mediante la tecnica de analisis de imagenes por densitometria descrita en el 
Ejemplo 1. 



30 



Se ensayaron un total de 16 carbohidrasas puras o combinadas y 2 proteasas, 
a diferentes concentraciones. En la Tabla 1 se muestra el grado de 



BNSDOCID: <WO O153010A1_l_> 



WO 01/53010 



PCT/ES00/00360 



9 

desprendimiento de biomasa obtenido con algunas de las enzimas. El porcentaje 
de biomasa eliminada alcanzo el 24-29% en biofilms expuestos a carbohidrasas 
puras, el 57-58% en los expuestos a carbohidrasas combinadas y el 35-39% en los 
expuestos a tripsina. 

Tabla 1. 

Nombre comercial de la enzima Porcentaje de biomasa desprendida 
(concentration) 

Biofilm en vidrio Biofilm en acero 



Citrozym Cloudy L ( 1 0%) 23 1 1 

Citrozym Ultra L ( 1 0%) 44 58 

Citrozym Ceo (10%) 45 20 

Pectinex Ultra SP-L ( 10%) 34 31 

Pectinex Smash ( 1 0%) 57 31 

Bio-Cip Membrane ( 1 0%) 50 26 

CellubrixL (10%) 52 7 
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Ceiulasa (45 U/ml) 
Pectinasa (5.94 U/ml) 
Pectinesterasa (10 U/ml) 
Pectoliasa (0.32 U/ml) 
Dextranasa (12.9U/ml) 
Tripsina(10 5 U/L) 

Ejemplo 3: Desprendimiento de biomasa de biofilm por exposicion secuencial a 
carbohidrasas y proteasas 

5 Los biofilms desarrollados sobre cupones de vidrio y acero, como se describe 

en el Ejemplo 1, se expusieron, segiin lo descrito en el Ejemplo 2, a carbohidrasas 
y proteasas en las dos etapas secuenciales posibles: 1) exposicidn del biofilm a 
carbohidrasas, seguida de exposicion del biofilm a proteasas (en esta invencion 
denominada secuencia C+P) y 2) exposicidn del biofilm a proteasas, seguida de 

10 exposicion del biofilm a carbohidrasas (en esta invencion denominada secuencia 
P+C). La exposicion a cada una de las enzimas fiie de 60 min, terminados con un 
lavado con el tampon fosfato antes descrito, para eliminar los restos de enzima y 
de biofilm desprendido. Como carbohidrasas se seleccionaron las que habian 
producido mayor desprendimiento (Tabla 1), a concentration de 10% y como 

15 proteasa, tripsina a concentration 10 4 U/L. Los resultados (Tabla 2), muestran que 
el empleo de ambos tipos de enzima de forma sucesiva produce mucho mayor 
desprendimiento que el obtenido con cada una de las enzimas aisladas, 
alcanzandose con la secuencia de tratamiento C+P, 84% de desprendimiento de 
biomasa de biofilm sobre acero y 75% de la de biofilm sobre vidrio. 

20 
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10 



Nombre comercial 
de las carbohidrasas 



Citrozym Cloudy L 
Citrozym Ultra L 
Citrozym Ceo 
Pectinex Ultra SP-L 
Pectinex Smash 
Biocip Membrane 
Cellubrix L 



Porcentaje de biomasa desprendida segun la 
secuencia de aplicacion de las enzimas 



P+C 
Vidrio 



C+P 
Vidrio 



C-P 
Acero 

71 



55 



58 



42 



29 



40 



51 



75 



34 



15 



68 



62 



47 



84 



68 



70 



En la figura 1 se muestran imagenes digitales del biofilm sobre vidrio no 
expuesto a enzimas (1.1), y expuesto a Citrozym UltraL y tripsina (1.2), en las que 
se distingue la interfase solido-liquido-aire (A) y la solido-liquido (B). 

Ejemplo 4: Reduccion del numero de celulas adheridas y efecto en su viabilidad 
por exposicion secuencial de biofilm a carbohidrasas y proteasas 

Tras observar que la exposicion del biofilm a carbohidrasas o proteasas, 
produce una considerable reduccion en la biomasa adherida (mostrada en los 
Ejemplos 2 y 3), se estudio si esta se debe tan solo al desprendimiento de la matriz 
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del biofilm o por el contrario tambien provoca la disminucion del numero de 
celulas adheridas. 

Biofilms desarrollados sobre cupones de vidrio, como se muestra en el 
5 Ejemplo 1, fueron expuestos a carbohidrasas y proteasas en las dos secuencias 
posibles (C+P y P+C) ? como se indica en el Ejemplo 2. A continuation, con el fin 
de determinar la proportion de celulas que permanecian adheridas, asi como su 
viabilidad despues del tratamiento enzimatico, los biofilms fueron tratados para su 
observation por microscopia confocal, como se indica a continuation. Los 

10 cupones se cubrieron con una solution del fluorocromo indicador de celulas 
totales (SYTO 13 al 0 r 01%); tras 5 min, se lavaron con el tampon fosfato y a 
continuation, se cubrieron con el fluorocromo indicador de celulas muertas 
(yoduro de propidio al 0,005%), durante 10 min; finalmente, los cupones se 
aclararon suficientemente con el mismo tampon. En cada cupon se midio la 

15 fluorescencia en un total de 16 campos de observation, la mitad correspondientes 
al biofilm en interfase y la otra mitad al biofilm sumergido. 

Para relacionar los datos de intensidad de fluorescencia con el numero de 
celulas, se tomaron diversas diluciones de celulas en suspension de un cultivo con 
20 10 7 unidades formadoras de colonias (ufc)/ml de Pseudomonas m tinendose como 

se describe anteriormente. Seguidamente se prepararon con ellas frotis sobre 
cupones, en los que se determino la intensidad de fluorescencia. La 
correspondencia entre el numero de celulas y la intensidad de fluorescencia fiie 
lineal. 

25 .... 

La poblacion presente en el biofilm antes de la exposition a enzimas, fue de 
aproximadamente 5,9 x 10 6 ufc/cm 2 tanto en la interfase como en el biofilm 
sumergido. El porcentaje de celulas no viables de biofilm en interfase alcanzo el 
7-8% (aproximadamente 4 x 10 5 ufc/cm 2 ), mientras que en biofilm sumergido no 

30 superb el 1% (alrededor de 6 x 10 4 ufc/cm 2 ). 
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En la Tabla 3 se muestra el porcentaje de celulas eliminadas por las diversas 
preparaciones enzimaticas, distinguiendo el efecto sobre biofilm en imerfase y 
biofilm sumergido. Todas las enzimas provocan desprendimiento celular en 
ambas zonas del biofilm. La exposition secuencial a carbohidrasa y tripsina fiie 
mas efectiva que la realizada con carbohidrasas solas. El empleo de la secuencia 
OP provoco un grado de desprendimiento celular de 75-100%. El porcentaje de 
celulas no viables en la biomasa que permanece adherida tras los diversos 
tratamientos enzimaticos, no supera el 15% en la interfase y el 10% en el biofilm 
sumergido. Ninguno de los tratamientos afecta a la viabilidad dejas celulas en los_ 
biofilms residuales. 



Tabla 3. 

Tratamiento enzimatico aplicado Porcentaje de celulas 

desprendidas 



Biofilm en la 
Interfase 



Biofilm 
Sumergido 



Citrozym Ultra L 

Citrozym Ultra L+Tripsina (OP) 

Tripsina+Citrozym Ultra L (P+C) 



47 
60 
64 



76 
86 
83 



Pectinex Smash 23 
Pectinex Smash +Tripsina (C+P) 87 
Tripsina+ Pectinex Smash (P+C) 86 



Bio-Cip Membrane 

Bio-Cip Membrane+Tripsina (OP) 

Tripsina+ Bio-Cip Membrane (P+C) 



27 
100 
84 



32 
100 
87 
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Cellubrix 



32 



Cellubrix-t-Tripsina (OP) 
Tripsina+Cellubrix (P+C) 



93 



75 



86 



81 



Otro metodo empleado para estudiar cualitativamente la biomasa residual 
presente en los cupones, tras la exposition del biofilm a las enzimas, fue la 
micro scopia electronica de barrido. Un cupon en el que se habia desarrollado 
5 biofilm segiin el Ejemplo 1, se expuso secuencialmente a Citrozym UltraL y 
tripsina (C+P), tal como se muestra en el ejemplo 3. Este cupon junto con otro con 
biofilm no expuesto a enzimas, fueron recortados con un diamante, hasta un 
tamano aproximado de 1 cm 2 , fijandose con una solution de glutaraldehido al 
2.5% en tampon cacodilato 0,1 MpH 7,4 durante 5 h a 4°C. Posteriormente, se 

10 lavaron por inmersion en tampon fosfato de pH 7 durante 1 h., renovando el 
tampdn cada 15 min. Las muestras se deshidrataron por inmersion durante 15 min 
en una serie de disoluciones de acetona de concentration creciente (30, 40, 50, 70, 
80, 90, 95 y 100%), y a continuation se trataron con C0 2 supercritico en un 
equipo Balzen y se metalizaron con oro en un equipo de la misma marca. Las 

15 preparaciones asi tratadas se examinaron en un microscopio electronico de barrido 
Jeol, mod. JSM.6400 tomandose fotografias a 2000 aumentos que permitieron 
visualizar los cambios provocados por la exposition secuencial a carbohidrasas y 
proteasas. En la Figura 2 se muestran las fotografias del biofilm antes de su 
exposition a enzimas y tras su exposition secuencial a Citrozym UltraL y tripsina, 

20 con lo que se observa una dramatica disminucion en el numero de celuias 



Ejemplo 5: Modification de las propiedades reologicas del biofilm por 
exposition secuencial a carbohidrasas y proteasas 



Para determinar los cambios provocados por la exposicidn a enzimas en las 
propiedades reologicas del biofilm, fiie necesario en primer lugar la obtencion de 
suficiente biomasa adherida, empleando como substrato placas grandes inmersas 



adheridas. 



25 
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en cubetas de cromatografia, como se describe a continuacion. Las placas de 
vidrio de 20 x 20 x 0,5 cm, antes de ser utilizadas, se limpiaron tal y como se ha 
descrito en el Ejemplo 1 para los cupones de vidrio. En una cubeta de las 
empleadas en cromatografia de capa fina, se introdujeron 5 placas en position 
5 vertical, sujetas por las hendiduras laterales presentes en la cubeta. El conjunto se 
esterilizo por calor seco. Seguidamente, y en condiciones esteriles, se incorporo el 
cultivo de Pseudomonas en el medio mineral descrito en el Ejemplo 1. 
Transcurridas 24 h de cultivo, se retiraron las placas de la cubeta. La biomasa 
debilmente adherida se elimino por inmersion vertical -de las placas -en una 
solution salina. Los biofilms de las 5 placas se recogieron manualmente por 
rascado con una espatula de plastico y se juntaron en un tubo Eppendorf El 
exceso de agua incluido se elimino por centrifugacion a 1 14.926 g durante 5 min. 



10 



15 



20 



25 



30 



La caracterizacion reologica de la biomasa asi obtenida, se determine en un 
reometro Bohlin, equipado con un cabezal de cilindros concentricos. Dos 
alicuotas de 2 mL de biofilm, una de ellas con Citrozym™UltraL incorporado al 
1%, se incubaron separadamente durante 60 min, a 40°C y a presion constante de 
0,1401 Pascales, en la propia cubeta del reometro. Durante este tiempo, se 
reg 1S traron los cambios de viscosidad correspondientes. A continuacion. cada 'una 
de las muestras se sometio a una serie de presiones crecientes, desde 0,1404 Pa. 
incrementando la presion aplicada un 25% cada 80 seg, lo que permitio la 
caracterizacion del comportamiento reologico de la muestra. La muestra que ya 
habia sido incubada con la carbohidrasa y sometida a presiones altas. se incubo 
con tripsina a concentration de 10 4 U/L, en las condiciones prevmmente sehaladas. 
antes de ser sometida a la misma serie de presiones indicadas, para medir su 
viscosidad aparente. 

En la Figura 3 se observa el comportamiento reoldgico de cada una de las 
muestras. El biofilm no expuesto a enzimas, con viscosidad initial del orden de 1 
Pa s, presento un comportamiento pseudoplastico, y la viscosidad disminuyo 
progresiva e indefinidamente al incrementarse la velocidad de deformation 
Durante la incubation del biofilm con Citrozym™UltraL, a presion constante de 
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0.1404 Pascales, se observe un comportamiento marcadamente reopexo y la 
viscosidad aumento hasta mas de 500 Pascales x seg. La aplicacion de presiones 
crecientes provoco sin embargo una rapida e intensa disminucion de la viscosidad 
en un rango de velocidades de deformacion muy bajas. Cuando la velocidad de 

5 deformacion alcanzo aproximadamente 48 s" 1 (L6 en la escala logaritmica de la 
Fieura 3), provocada por la aplicacion de presiones de aproximadamente 0,7 Pa, 
se produjo una transition de comportamiento pseudoplastico a Newtoniano. 
alcanzandose una viscosidad minima y constante de 0,011 Pa s (-1 ? 9 en la escala 
logaritmica de la Figura 3). Cuando este biofilm fue expuesto posteriormente a 

10 tripsina mostro comportamiento pseudoplastico solo a presiones muy bajas, que se 
convirtio en Newtoniano a velocidades de deformacion semejantes a las ya 
mencionadas para el biofilm tratado con carbohidras. 

En conclusion, a pesar de que la viscosidad de la muestra incubada con 
15 carbohidrasa es mucho mayor que la del biofilm control la aplicacion de muy 
ligeras presiones consigue convertir el biofilm tratado en un fluido Newtoniano de 
viscosidad comparable a la del agua. La action de las enzimas facilita en gran 
medida el arrastre del material adherido mediante metodos mecanicos y 
disminuye tambien su capacidad de retention de las celulas. 



20 



WO 01/53010 



PCT/ES00/00360 



17 

REIVINDICACIONES 

1- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la elimination 
de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-liquido-aire como en la solido- 
liquido de sistemas acuosos, caracterizado por la exposition (por inmersion. bano, 
aspersion, etc) del biofilm a un preparado de limpieza que incluye al menos una 
enzima peneneciente al grupo de las carbohidrasas o proteasas, en una cantidad 
suficiente para que la matriz exopolimerica se degrade y permita el 
desprendimiento total o parcial del biofilm y se modifiquen sus propiedades 
reologicas, para facilitar la posterior eliminacion del biofilm mediante otros 
procedimientos de limpieza y desinfeccion. 



2- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la eliminacion 
15 de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-liquido-aire como en la sdlido- 
liquido de sistemas acuosos, segiin reivindicacion anterior, caracterizado por la 
utilization de una carbohidrasa peneneciente al grupo de celulasas, hemicelulasas, 
pectinasas, amilasas o mezclas de las anteriores. 

20 3- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la eliminacion 
de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-liquido-aire como en la solido- 
liquido de sistemas acuosos, segiin reivindicacion 2, caracterizado por la 
utilization de los siguientes productos de Novo Nordisk AS. Citrozym Cloudy L, 
Citrozym LS, Citrozym Ultra L, Citrozym Ceo, Pectinex Ultra SP-L, Pectinex 

25 Smash, Bio-Cip Membrane, Cellubrix L. 



4- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la eliminacion 
de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-liquido-aire como en la solido- 
liquido de sistemas acuosos, segiin reivindicaciones 2 y 3, caracterizado porque la 
preparation de limpieza incluye carbohidrasas a una concentration comprendida 
entre 0,0001% y 100%, preferentemente entre 0,1 y 10%, y posee un pH entre 3 y 
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11, preferentemente entre 4,5 y 8, y una temperatura entre 10 y 60° C 
preferentemente entre 25 y 50° C 

5- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la elimination 
5 de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-Hquido-aire como en la solido- 

Hquido de sistemas acuosos, segun reivindicacion 1, caracterizado por la 
utilizacion de una proteasa perteneciente al grupo de serin proteasas, metalo 
proteasas, cist ein proteasas, aspartico proteasas o mezclas de las anteriores. 

10 6- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la eliminacion 
de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-Hquido-aire como en la solido- 
Hquido de sistemas acuosos, segun reivindicacion 5, caracterizado por la 
utilizacion de tripsina como proteasa perteneciente al grupo de las serin proteasas. 

15 7- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la eliminacion 

de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-Hquido-aire como en la solido- 
liquido de sistemas acuosos, segiin reivindicaciones 1, 5 y 6, caracterizado porque 
la preparation de limpieza incluye proteasas a una concentration comprendida 
entre 0,001 y 100 U/mL, preferentemente entre 1 y 10 U/mL, y posee un pH entre 

20 3 y 11, preferentemente entre 6 y 8, y una temperatura entre 10 y 60° C, 
preferentemente entre 30 y 45° C 

8- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la eliminacion 
de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-Hquido-aire como en la solido- 

25 Hquido de sistemas acuosos, segun reivindicaciones anteriores, caracterizado por 
comprender las siguientes etapas secuenciales 1 ) exposition (por inmersidn, bafio, 
aspersion, etc) del biofilm a una preparation de limpieza que consiste 
esencialmente en carbohidrasas, 2) exposition (por inmersion, bano, aspersion, 
etc) del biofilm a una preparation de limpieza que consiste esencialmente en 

30 proteasas. 
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9- Procedimiento enzimatico para prevenir, desprender y facilitar la eliminacion 
de biofilm acumulado tanto en la interfase solido-liquido-aire como en la solido- 
liquido de sistemas acuosos, segun reivindicaciones anteriores, caracterizado 
porque las preparaciones enzimaticas de limpieza son compatibles con la 
utilizacidn independiente o combinada de uno o mas agentes pertenecientes al 
grupo de biocidas, surfactantes, quelantes, dispersantes, encapsulates de baja 
densidad, inhibidores de la corrosion, agentes polimericos, fosfatos, polifosfatos. 
silicatos, tampones, carboxilatos, sulfonatos. 



10 
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